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RESUMO 
A concentração hormonal encontrada em fezes de diversas espécies de 
vertebrados obedece a um padrão de excreção que reflete diretamente a 
fisiologia do metabolismo interno. Este estudo avaliou as concentrações 
hormonais nas fezes de tilápias (Oreochromis niloticus) através de 
imunoensaios e observou se é possível a utilização deste tipo de matriz 
alternativa visando uma metodologia não invasiva para dosagem 
hormonal em peixes. Para isso, foi realizado a coleta de amostras de 
fezes de 5 tilápias adultas, mantidas sob condições controladas no 
Laboratório de Avaliação Ecotoxicológica da UFSC, no período de 1 de 
Agosto á 30 de Setembro de 2016. Os animais foram alimentados 
diariamente com ração comercial e mantidos sob condições 
padronizadas. As coletas de fezes foram realizadas a cada quatro dias 
com auxilio de uma rede de malha fina para aquários, totalizando 14 
amostras de fezes. A fração metanólica líquida do material fecal fresco 
foi utilizada para realização das seguintes análises bioquímicas: 
Proteínas, Carboidratos, Triglicerídeos e dosagem de testosterona e 
estradiol. Os níveis de testosterona nas fezes foram de 28,06 ng/g à 
10,12 ng/g já a concentração de estradiol variou de 9,61ng/g à 1,01ng/g. 
Para os testes bioquímicos os valores de proteínas encontrados foram de 
0 à 12,67 mg/L. A concentração de carboidratos foi 36,84mg/L à 
13,19mg/L. A concentração de Triglicerídeos foi de 0,074 mg/L à 
0,0095 mg/L. Os resultados encontrados foram promissores, apesar de 
se tratar de um estudo pioneiro/preliminar na área, a metodologia 
utilizada se mostrou eficaz para servir como ferramenta da dosagem de 
metabolitos fecais e, se melhor padronizada, servir como potencial 
método de acompanhamento dos níveis de maturação sexual e de 
manejo da espécie. 
 
PALAVRAS-CHAVE:Fezes de peixes, Testosterona e estradiol, não 
invasivo. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
ABSTRACT 
The hormonal concentration found in faeces of several species of 
vertebrates obeys a pattern of excretion that directly reflects the 
physiology of internal metabolism. This study evaluated the hormonal 
concentrations in tilapia faeces (Oreochromis niloticus) through 
immunoassays and observed if it is possible to use this type of 
alternative matrix for a noninvasive methodology for hormonal dosing 
in fish. Fecal samples were collected from 5 adult animals, kept under 
controlled conditions in the Laboratory of Ecotoxicological Evaluation 
of the UFSC, from August 1 to September 30, 2016. The animals were 
fed daily with commercial feed and under conditions standard cleaning 
methods. The fecal samples were collected every four days, with the 
help of a fine mesh net for aquaria, totaling 14. The extraction of fresh 
fecal material with methanol was carried out for the following 
biochemical analyzes: Proteins, Carbohydrates, Triglycerides and 
dosage of testosterone and estradiol. Testosterone levels ranged from 
28.06 ng/g to 10.12 ng/g, whereas the estradiol concentration was 9.61 
ng/g at 1.01 ng/g. For the biochemical tests, the protein values found 
were 0 to 12.67 mg/L. The carbohydrate concentration was 36.84 mg/L 
at 13.19 mg/L. Triglycerides concentration was 0,074 mg/L at 0,0095 
mg/L. The results were promising, although it was a pioneering study in 
the area, the methodology used proved to be effective to serve as a tool 
for the measurement of fecal metabolites, and if it is better standardized, 
might serve as a potential method of monitoring levels of fecal 
metabolites, sexual maturation and species management. 
KEY WORDS: Steroid and fish hormones, faeces, non-invasive 
methodology 
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1. INTRODUÇÃO 
A fisiologia dos peixes tem grande interesse dentro da toxicologia 
aquática, pois busca entender os sistemas orgânicos de várias espécies 
de peixes e suas adaptações fisiológicas às variáveis ambientais. A 
tilápia (Oreochromis niloticus, Actinopterygii, Perciformes) é um peixe 
considerado exótico invasor na fauna brasileira (embora o Ibama esteja 
revisando essa posição) e é intensamente utilizada na piscicultura 
mundial. Esta espécie foi escolhida para este estudo por apresentar 
características que facilitam o trabalho de manipulação destes 
organismos, como por exemplo a resistência a doenças, fácil 
manutenção em laboratório e sensibilidade à presença de poluentes 
(ARIAS et al., 2007). A literatura a respeito de estudos com tilápias é 
vasta e trabalhos são desenvolvidos à décadas, englobando aspectos 
reprodutivos, reversão sexual (ZANONI et al., 2014), estresse animal, 
além de diversos estudos sobre ecotoxicidade (ZUNINO, 2006; MOTA 
et al., 2009). 
A análise da concentração de hormônios é convencionalmente 
realizada com o sangue dos animais (RANZANI-PAIVA et al., 1998), 
porém existem diferentes matrizes que possibilitam a dosagem 
hormonal nos organismos, existindo estudos com saliva, suor, urina e  
fezes. Esse tipo de matriz é muito explorado com animais silvestres, 
como por exemplo, para monitoramento de animais de grande porte. 
Porém, é preciso pensar que o metabolismo de excreção de esteroides é 
muito variado entre as espécies. Existem estudos comparativos entre 
grupos animais e a eficiência de se utilizar diferentes técnicas para 
observar hormônios em fezes (CHELINI, 2006). Muitos estudos buscam 
nas fezes evidências sobre os efeitos dos hábitos alimentares nos níveis 
hormonais de diferentes espécies, como por exemplo, em peixe-boi 
(AMARAL, 2012), tatu canastra (ANACLETO & MARINHO-FILHO, 
2001) e ursos (HOYOS, 2013). Ao longo de décadas, esse tipo de 
abordagem vem mostrando-se como uma excelente ferramenta para 
monitoramento de níveis hormonais e também como fonte de 
conhecimento sobre os hábitos alimentares de animais silvestres, 
servindo como opção para buscar diminuir o estresse do animal durante 
a captura e manipulação para obtenção de amostras de sangue.  
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Os esteroides excretados por diferentes espécies animais podem ser 
utilizados como biomarcadores de poluição em estudos da qualidade da 
água de rios, mares e sedimentos (VANE et al., 2010; BUJAGIC et al., 
2016). Isso é possível devido às diferenças nas dietas e a diferente 
microbiota do trato digestivo dos grupos animais, que degrada de 
maneira diferente os compostos presentes no meio intestinal 
(COZZOLINO & COMINETTI, 2013). Atualmente a busca por 
metabólitos intermediários provenientes da excreção intestinal dos 
animais presentes em rios é utilizada como ferramenta para a distinção 
entre contaminantes humanos e outros animais como aves, utilizando 
apresença de biomarcadores identificados como esteroides de cada 
espécie, sendo assim possível a distinção entre agentes poluidores de 
diferentes espécies, como aves, humanos ou ruminantes (LEEMING et 
al., 1996; BULL et al., 2002; DEVANE et al., 2015). 
A literatura apresenta diversos protocolos de extração de esteroides 
fecais, sendo baseados na natureza lipídica dos esteroides, pois são 
moléculas insolúveis em água e solúveis em solventes orgânicos como, 
por exemplo, álcoois ou éteres. 
Existem poucas investigações sobre a utilização de fezes no 
monitoramento dos níveis hormonais em peixes e os pesquisadores da 
área vêm estudando várias metodologias para coleta de fezes em peixes, 
entre elas: dissecação intestinal, extrusão manual, sucção anal, coleta 
imediata na água, filtração continua de água e decantação das fezes, com 
o intuito de averiguar as mais adequadas para padronização 
(ABIMORAD & CARNEIRO, 2003). 
Diagnósticos baseados em análises fecais não é nenhuma novidade 
científica, esta ferramenta leva em conta que a excreção está refletindo 
diretamente o funcionamento do corpo interno dos animais, ou seja, uma 
análise do conteúdo de hormônios ou outras substancias que estão sendo 
eliminadas estão refletindo diretamente a fisiologia dos organismos. 
Buscando evitar os métodos convencionais de análise de sangue, 
utilizou-se uma metodologia não invasiva de dosar hormônios e 
metabólitos excretados em fezes de peixes, através de coleta imediata na 
água, o que possibilitou acompanhar o mesmo grupo de animais por um 
período prolongado de tempo, sem que os mesmos precisem ser 
sacrificados. Tal procedimento apresenta grande avanço metodológico, 
uma vez que os dados gerados ao longo de um período prolongado de 
tempo seriam relativos aos mesmos indivíduos, portanto minimizando 
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uma grande dispersão de dados, a qual pode ser observada quando se 
analisa grupos diferentes de indivíduos.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1 TILÁPIA 
 
As populares Tilápias do Nilo tem o nome científico de 
Oreochromis niloticus, são peixes considerados exóticos invasores da 
fauna brasileira, trazidos para o país nos anos 1950, pertencentes à 
família Ciclidae. São muito utilizadas na piscicultura pois suportam 
cativeiros com alta densidade de indivíduos, sua carne é comercializada 
em grande escala e existe também a utilização de subprodutos como 
pele e osso que são processados por industrias na fabricação de ração e 
em artesanato (ABIMORAD et al., 2009). Esta espécie apresenta um 
curto ciclo de reprodução, rápido crescimento, suportam uma alta 
variação de temperatura e baixas concentrações de oxigênio dissolvido 
na água. Possuem hábitos diurnos e alimentam-se de fitoplâncton ou 
algas, sendo que aceitam facilmente a rações comerciais para peixes 
tropicais em criação de cativeiro. 
As tilápias criadas em cativeiros são artificialmente masculinizadas 
através de alimentação suplementada com hormônios esteroides  durante 
a fase de desenvolvimento sexual (BRUNELLO, 2004; TACHIBANA 
et al., 2004). Esse tipo de técnica é utilizada visando aumentar a 
produtividade de carne animal, uma vez que as fêmeas aumentam o 
gasto de energia na fase reprodutiva, ao invés de converter a 
alimentação em produção de carne e, consequentemente, crescem menos 
em relação ao macho. Como as tilápias atingem sua maturidade sexual 
entre o quarto e sexto mês de vida, manter peixes machos e fêmeas 
juntos poderia resultar em um superpovoamento do cativeiro antes do 
peso requerido para a produção de carne em escala comercial, que é de 
cerca de 400g por indivíduo. 
Uma curiosidade da espécie é que as fêmeas realizam a incubação 
dos ovos na boca, de maneira que elas ficam sem se alimentar por pelo 
menos duas semanas, resultando em menor ganho de peso em relação 
aos machos. Neste período os machos crescem cerca de duas vezes mais 
rápido que as fêmeas (BRUNELLO, 2004). 
Um fator muito importante na criação desses animais é a sua 
alimentação e existem no mercado diversas rações comerciais voltadas 
para o cultivo e criação de peixes tropicais. Para melhorar e otimizar a 
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alimentação dos peixes é preciso pensar a respeito dos níveis de 
aproveitamento dos ingredientes da dieta (FURUYA et al., 2005). 
O estudo de animais aquáticos de topo de cadeia é importante pois 
os peixes podem apresentar uma bioacumulação de xenobióticos, uma 
vez que são animais de nível mais elevado na cadeia trófica, e vão 
acumulando cada vez mais os contaminantes presentes no meio, através 
da alimentação, sendo que esse processo depende do tempo de 
exposição dos animais a agentes nocivos. Um órgão que é utilizado 
como foco de investigação de bioacumulação é o fígado e seu produto, a 
bílis, pois é um órgão que apresenta uma função de desintoxicar o 
organismo de agentes nocivos. Estes compostos podem aparecer nestes 
órgãos em uma proporção muito maior que a encontrada no seu próprio 
sangue, ou em corpos de água e até mesmo no sedimento (DAVIS, 
2012). 
A excreção fecal das tilápias é relativamente volumosa quando 
comparada com outros peixes utilizados em ensaios laboratoriais. 
 
 
 
 
 
 
2.2 HORMÔNIOS ESTERÓIDES 
 
Os esteroides apresentam a função de desenvolvimento de 
características sexuais e possuem origem biológica a partir da molécula 
de colesterol, sendo fonte desses compostos a gordura animal presente 
na alimentação. O colesterol é a molécula que, através do processo 
conhecido como metabolismo dos lipídios, dá origem aos hormônios 
esteroides além de outras substancias, tais como os ácidos e sais biliares. 
O excedente da produção endógena é excretado no intestino e, sob a 
ação da microbiota interna ou externa, sofre a derivação em outros 
compostos que podem ser identificados, pois são específicos de cada 
espécie (LEHNINGER, 2002). A molécula de colesterol é absorvida a 
partir da alimentação. No caso dos peixes, a ração oferecida tem como 
uma das matérias primas a soja e, consequentemente, os fitoesterois, 
como beta-sitosterol e estigmasterol, irão entrar na corrente sanguínea 
dos animais. Após essa absorção, o fígado realiza a síntese do colesterol, 
e liga-se a uma proteína, formando o VLDL que consegue ser 
transportado no sangue e ir para os tecidos periféricos. As gônadas 
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realizam a biossíntese de hormônios esteroides como testosterona e 
estradiol a partir do colesterol. O excedente do colesterol e de 
hormônios esteroides irão se ligar a outra proteína e formar o HDL, que 
podem ser transportados para o fígado, para uma nova síntese do 
colesterol, síntese de sais biliares a serem liberados com a bílis ou serem 
excretados junto com as fezes. A bílis é formada por sais biliares, 
colesterol, derivados de colesterol e xenobioticos a serem excretados. A 
partir daí, a vesícula biliar excreta no intestino e consequentemente nas 
fezes o excesso de colesterol, derivados, sais biliares, xenobioticos, 
esteróis e hormônios esteroides em excesso, como resumido no esquema 
da figura a seguir: 
 
Figura 1 - Esquema resumido do metabolismo do colesterol, adaptado 
de Lehninger 2002. 
 
A busca por hormônios esteroides e metabolitos secundários em 
fezes é padronizada em algumas espécies de vertebrados e mamíferos, 
silvestres e domésticos, como por exemplo, para onça-pintada (VIAU et 
al., 2005; GUIÃO-LEITE 2006) e jaguatirica (PAZ et al., 2007), porém 
é preciso pensar que o metabolismo de excreção de esteroides é muito 
variado entre as espécies. Existem estudos comparativos entre grupos 
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animais e a eficiência de se utilizar diferentes técnicas para observar 
hormônios em fezes (CHELINI, 2006). Ao longo de décadas esse tipo 
de abordagem vem mostrando-se excelente ferramenta para 
monitoramento de níveis hormonais, buscando evitar a necessidade de 
periódicas ações de contenção física dos animais, minimizando qualquer 
tipo de estresse que possa ocorrer durante a captura para obtenção de 
amostras de sangue. Portanto, existe comprovadamente uma relação, 
nestes grupos de animais, entre a concentração de esteroides fecais com 
a concentração plasmática de esteroides. E as buscas por hormônios em 
fezes de peixes não são fortemente relatadas na literatura.  
Os compostos excretados, por exemplo, os esteroides e derivados 
são utilizados como biomarcadores para avaliar e distinguir diferentes 
fontes de contaminação por esgoto (VANE et al., 2010; BUJAGIC et 
al., 2016). Esse método de busca se mostrou muito eficaz ao longo de 
décadas, pois apesar deste tipo de análise ser mais cara e complicada do 
que a busca por coliformes fecais, esses compostos apresentam maior 
especificidade e permanecem no meio por mais tempo, tanto na água 
quanto no sedimento (ADNAN et al., 2012).  
As fontes de contaminação em corpos d’água geralmente provem de 
esgoto doméstico não tratado, onde é possível observar grande 
quantidade de esteróis na sua composição (LEEMING et al., 1996; 
BULL et al., 2002; DEVANE et al., 2015). Os mais utilizados para este 
tipo de busca é o composto chamado coprostanol e o epicoprostanol ou 
colestanol, pois este tipo de esteroide é conhecidamente de origem fecal 
humana e não pertence aos animais aquáticos (NOBLET et al., 2004; 
MACHADO et al., 2014). 
Alguns destes compostos são formados a partir de ação bacteriana 
do colesterol no intestino, porém é sabido que esse tipo de 
transformação pode ocorrer, também, no sedimento ou em corpos de 
água. Devido a esse tipo de ação in situ, é preciso levar em consideração 
as ações para determinar o tipo de contaminação e afirmar realmente se 
o ambiente está contaminado por esgoto doméstico ou pela presença de 
outros animais como aves ou ruminantes (NOBLET et al., 2004, VON 
DER LUHE, 2013). 
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3. OBJETIVOS 
3.1.l OBJETIVO GERAL  
Estudar a relação entre as concentrações hormonais de 
esteroides nas fezes e mensurar as concentrações de proteínas, 
carboidratos e triglicerídeos, em O. niloticus, visando estabelecer uma 
metodologia não invasiva para monitoramento do desenvolvimento 
sexual em peixes. 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
a) Analisar a concentração hormonal de testosterona e estradiol nas 
fezes de O. niloticus; 
b) Medir a concentração de proteínas, carboidratos e triglicerídeos em 
fezes de O.niloticus; 
 
4. MATERIAL E MÉTODOS 
4.1. PEIXES 
Para este experimento foram utilizadas tilápias (Oreochromis 
niloticus) mantidas no Laboratório de Avaliação Ecotoxicológicas do 
Departamento de Bioquímica, UFSC, adquiridas de um produtor em São 
Pedro de Alcântara, SC. 
4.2. EXPERIMENTOS 
Os peixes - fêmeas - foram agrupados em um lote de cinco 
indivíduos e mantidos em uma caixa de 100 Litros plástica, com 80 
Litros de água dentro, e uma bomba de circulação interna de vazão 
800L/h. O período de coleta das amostras foi realizado de 1 de agosto a 
30 de setembro de 2016. Os animais foram alimentados diariamente às 
nove horas da manhã com ração comercial da marca Tropical Koi e 
Goldfish Basic Sticks® e os aquários foram limpos diariamente, com 
troca parcial de água a cada três dias e a coleta de fezes a cada quatro 
dias, totalizando 14 coletas. 
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4.3 PROCEDIMENTOS DE COLETA DAS FEZES E 
EXTRAÇÃO 
As coletas das fezes foram realizadas após um período de 
aproximadamente 2 horas depois da limpeza do tanque e alimentação 
dos indivíduos. O material fecal fresco foi coletado com uma rede para 
aquários de malha fina e transferido para um frasco para o 
processamento das amostras. A amostra foi colocada sobre um papel 
filtro para retirar o excesso de água por cerca de 5 minutos. Na 
sequência o material foi colocado em tubos de ensaio, pesados em 
balança de precisão, adicionado 1 ml de Metanol e homogeneizado 
utilizando-se um homogeneizador de tecidos sob pressão mecânica. 
Posteriormente, visando otimizar o processo de extração, o homogenato 
foi submetido a processo de sonicação por 15 minutos e transferidos 
para tubos do tipo eppendorf de 2mL para centrifugação. O homogenato 
foi centrifugado por 10 minutos a 3500 rpm e, na sequência, o 
sobrenadante foi separado em um novo frasco identificado para análise, 
mantido sob refrigeração com gelo. As amostras foram coletadas com  
um intervalo de 4 dias até completar o período de 2 meses, totalizando 
14 coletas de fezes e, após todas as coletas, o material foi analisado, 
ficando o homogenato produzido armazenado em freezer convencional a 
-20
0
C. Na figura 2 é apresentado um fluxograma resumido mostrando os 
passos da metodologia utilizada:  
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Figura 2 - Fluxograma da metodologia utilizada para extração das 
amostras de fezes. Adaptado de BROWN et al., 1994 
 
 
 
4.4. DOSAGEM HORMONAL  
 Para a dosagem hormonal foram utilizados 100μL do 
homogenato “FT” e adicionado mais 400μL de solução de albumina. As 
amostras foram encaminhadas para o Hospital Universitário da UFSC, 
que através de ensaios de imunofluorescência com kits específicos para 
testosterona e estradiol, usados tradicionalmente em análises clínicas, 
foram analisados com equipamentos automatizados. Tais medidas foram 
padronizadas em estudos anteriores realizados no Laboratório de 
Avaliação Ecotoxicológica.  
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Figura 3 - Preparação das amostras do homogenato de fezes de tilápia 
para Dosagem Hormonal no Laboratório de Análises Clínicas do 
Hospital Universitário da UFSC. 
 
 O equipamento utilizado foi a ADVIA Centaur XP Automated 
Chemiluminescence System, localizada no Hospital Universitário da 
UFSC, com auxilio dos técnicos do laboratório de análises clinicas.   
 
4.5. DOSAGENS BIOQUÍMICAS 
 Para os testes bioquímicos foram utilizados diferentes volumes 
do homogenato FT. Os testes foram todos realizados no Laboratório de 
Avaliação Ecotoxicológica do CCB/UFSC. Resumidamente a seguir é 
apresentado como foi feito a sequência das dosagens: 
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Figura 4 - Esquema resumido mostrando as Dosagens Bioquímicas 
realizadas nos homogenatos das fezes de tilápias realizadas no 
laboratório de Avaliação Ecotoxicológica da UFSC. 
 
4.5.1. PROTEÍNAS 
 O teste foi realizado com 70 μL da amostra FT e adição de 1 
mL do Reagente de Bradford (BRADFORD, 1976), aguardado 20 
minutos e a leitura foi realizada em Espectrofotômetro em 595 nm 
absorbância. A concentração final das proteínas foi calculada através de 
curva de calibração feita no laboratório, com a equação: 
C = 212,3.ABS – 4,47 
Onde: 
C : Concentração final de proteínas; 
ABS : Absorbância medida em cada amostra no laboratório. 
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4.5.2. CARBOIDRATOS 
 Os carboidratos totais foram medidos através de ensaio 
espectrofotométrico usando 250 μL da amostra FT com a adição de 500 
μL do reagente de Antrona (YEMM & WILLIS, 1954) e ainda adição de 
500 μL de ácido sulfúrico. Essa mistura acidifica o meio e torna a 
solução esverdeada. A leitura foi realizada a 620 nm de absorbância no 
Espectrofotômetro.   
 A concentração final dos Carboidratos presentes nas amostras 
foi obtida através de curva de calibração realizada no laboratório, com a 
equação: 
C = 76,92.ABS + 11,15 
Onde: 
C : Concentração final dos Carboidratos; 
ABS : Absorbância medida em cada amostra. 
 
4.5.3. TRIGLICERÍDEOS 
 Foi utilizado um kit comercial da Labtest utilizando 30 μL das 
amostras FT e adicionado 1 mL do reagente de cor e colocado em banho 
maria a 37 graus por 15 minutos. A leitura foi realizada no 
Espectrofotômetro a 505 nm de absorbância. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  
 Não houve mortalidade dos indivíduos durante o processo de 
coleta das amostras. No período, a temperatura apresentou uma grande 
amplitude de variação em função da época do ano em que foi realizado 
o ensaio, variando de 15
o
 C até 29
o
 C. Nos dias mais frios, como é 
natural no comportamento dos peixes, foi observado que a quantidade 
de alimentos ingerida, assim como o próprio metabolismo dos 
indivíduos, foi mais baixa. Outro ponto relevante é que se tratavam 
todos de animais fêmeas, o que resulta em um padrão hormonal 
diferente em relação aos machos. Aparentemente, os animais não se 
demonstraram grande stress durante a obtenção das amostras. 
 As amostras foram coletadas o mais rápido possível após a 
eliminação na água e, em alguns casos, diretamente da parte anal do 
animal logo após a defecação. Esse procedimento se deve ao fato de 
que, no início desse estudo, uma grande dúvida era se o material contido 
ali apresentaria uma alta ou baixa solubilidade em água.  
 A uniformidade do peso das coletas se deu porque a quantidade 
produzida era muito semelhante durante todos os dias, pois a quantidade 
de ração e os horários de alimentação estavam padronizados e os 
animais não apresentavam aparentes incômodos com o habitat. 
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Figura 5 -  Peso das amostras frescas de fezes de Oreochromis niloticus 
obtidas durante o período de coleta.  
 
 Os pesos das amostras obtidas foram na média de 0,158 g, 
sendo o menor valor de 0,118 g e o maior valor de 0,181g (Figura 5). 
Essas amostras foram compostas aleatoriamente pelo material fecal dos 
5 peixes que estavam na caixa. Este peso foi obtido após a retirada da 
água das amostras com papel filtro, posteriormente ela foi pesada e, a 
cada uma das amostras adicionada 1mL de Metanol para produção dos 
homogenato que foram denominadas de “FT1, FT2... FT14”. Cada 
homogenato foi produzido no mesmo dia da coleta e armazenado em 
Freezer, para avaliação após todo o período de coleta, e serviram como 
base para todas as análises apresentadas a seguir, com diferentes 
alíquotas. 
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5.1 ANÁLISE DA CONCENTRAÇÃO HORMONAL 
 Dois pontos cruciais se destacam nesse estudo, os quais eram as 
principais dúvidas geradoras desse trabalho: i) se era possível a dosagem 
de hormônios nas fezes de peixes; ii) se a concentração hormonal 
encontrada seria expressa de forma aleatória ou obedeceria algum tipo 
de padrão.  
 Segue abaixo o quadro 1 com os dados relativos à análise da 
concentração hormonal obtida nos homogenato das fezes, analisadas 
através de imunoensaio. 
Quadro 1 - Concentração de testosterona e estradiol encontrados nos 
homogenatos das fezes de tilápias e a razão entre testosterona e estradiol. 
Amostras Testosterona 
(ng/g)  
Estradiol 
(pg/g)  
Testosterona/Estradiol 
Coleta 1 24,93 9,61 2,59 
Coleta 2 13,15 1,75 7,51 
Coleta 3 16,18 1,83 8,84 
Coleta 4 28,06 1,55 18,00 
Coleta 5 15,7 2,3 6,81 
Coleta 6 14,98 1,14 13,19 
Coleta 7 10,12 1,27 7,9 
Coleta 8 14,21 1,84 7,7 
Coleta 9 24,28 3,91 6,19 
Coleta 10 11,58 1,04 11,06 
Coleta 11 13,84 1,32 10,42 
Coleta 12 14,63 1,49 9,7 
Coleta 13 16,19 2,69 6,01 
Coleta 14 14,8 6,81 2,1 
 
As amostras foram preparadas com 100 μL da amostra “FT” e 
adição de mais 400 μL de solução de Albumina, para que a viscosidade 
das amostras ficasse semelhante a viscosidade do plasma sanguíneo, 
pois o kit utilizado neste teste foi desenvolvido para análises 
plasmáticas. A partir dos resultados brutos foi levado em conta o peso 
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médio relativo das fezes utilizada no preparo do homogenato para o 
calculo final das concentrações e também a diluição com solução de 
albumina. Em outras palavras, os resultados obtidos nas análises foram 
corrigidos, normalizados, em função do peso e da necessária diluição 
das fezes em cada amostra. 
Observa-se que os valores da relação testosterona/estradiol 
flutuaram de 2,1 até 18, sendo que a média foi de 8,5 e foi observado 
que 8 coletas apresentaram esta proporção próxima da média.  Ou seja, a 
proporção entre estradiol e testosterona encontrados nas fezes não é 
aleatória e parece obedecer a um padrão de excreção. Importante 
destacar que esse tipo de dado não foi relatado anteriormente, em fezes, 
para nenhuma outra espécie de peixe.  
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5.1.1TESTOSTERONA 
 
 
 
Figura 6 - Concentração hormonal de testosterona nas amostras de fezes 
de tilápia em relação ao tempo de coleta.                                   
 
 A concentração de testosterona em peixes é convencionalmente 
medida no plasma dos animais. Estudos com pirarucu (Arapaima gigas), 
desenvolvidos por Monteiro et al. (2010), onde foi realizado um 
acompanhamento de diferentes grupos de peixes, no período de 2004 a 
2005, mostrou que existe uma variação grande nas concentrações 
hormonais encontradas ao longo do tempo, variando na faixa de 1800 
ng/dl até cerca de 100 ng/dl no plasma, decorrente do ciclo hormonal 
natural dos indivíduos.  
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 Em um estudo com serpentes jararaca-ilhoa (Bothrops insularis, 
STEIN (2016) trabalhou com a validação do monitoramento dos níveis 
hormonais através de coletas de sangue e de fezes das jararacas, 
encontrando nas fezes concentrações que variaram de 10,9 a 249,3 ng/g. 
Não houve diferença significativa entre as concentrações plasmáticas de 
testosterona e metabólitos fecais de testosterona ao longo do ano. O 
estudo envolvia animais machos que foram monitorados em cativeiro. 
Em estudos com Hamster-sírio, Chelini (2011) obteve para fêmeas um 
valor de 15,5 ng/g de concentração de testosterona em amostras de 
fezes. 
 Os valores encontrados nas fezes de tilápias durante o período 
de coleta foram de 28,06 ng/g na amostra de número 4 e valor mínimo 
de 10,12 ng/g na coleta de número 7. O valor médio de todas as coletas 
foi de 16, ng/dl (Figura 6) semelhante ao encontrado por Chelini (2011) 
em hamsters e diferindo dos níveis encontrados em outras espécies de 
vertebrados, porém, compatível com os relatados. A metodologia 
utilizada mostrou-se capaz de mensurar os valores de hormônios nas 
fezes dos peixes, com boa reprodutibilidade. 
  
5.1.2 ESTRADIOL 
 
 O hormônio estradiol está ligado a reprodução e, em humanos, é 
fato conhecido que está envolvido na definição de ciclos sexuais, 
estando ligado a diversos fatores de desenvolvimento de caracteres 
secundários femininos. Os dados encontrados com a análise da 
concentração de estradiol nas fezes de tilápias indicaram claramente que 
é possível o acompanhamento dos níveis hormonais através da análise 
das fezes, pois o padrão encontrado, como descrito a seguir, apesar de 
difuso em algumas coletas, parece indicar um comportamento 
sistemático.  
 O padrão de excreção de estradiol mostrou-se muito 
interessante pois, provavelmente, por se tratarem de indivíduos fêmeas, 
a concentração de estradiol variou com o tempo mais do que a 
concentração de testosterona. Levando-se em conta os valores 
encontrados nos homogenato, particularmente para as amostras de 5 a 
14, parece existir um comportamento padrão de excreção dos hormônios 
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nas fezes. Adicionalmente, se as fezes perdessem os hormônios para a 
água do aquário, provavelmente, os valores a serem encontrados seriam 
bem mais dispersos ou variáveis. 
 Assim, nas condições analisadas, os hormônios se mostraram 
preservados nas amostras de fezes, provavelmente devido a sua baixa 
solubilidade em água, o que torna essas análises reprodutíveis. 
 Os fatores que determinam a quantidade excretado deverão ser 
pesquisados em estudos futuros, de maior duração. Os resultados 
obtidos também demonstraram que é possível a mensuração dos níveis 
de estradiol nas fezes de tilápias com kits convencionais em análises 
clínicas. 
 Monteiro et al. (2010), mostrou que em pirarucus Arapaima 
gigas, os níveis de estradiol plasmático variaram na concentração de 600 
pg/mL até 80 pg/mL. Esses valores foram obtidos com coletas ao longo 
de 2004 e 2005. Porém, o estudo mostra que os valores variam em 
função de diversos fatores, tais como situação de acasalamento, 
dominância de machos, variação de temperatura e oxigênio dissolvido 
disponível para os animais. 
 Em estudos com fezes de onça-pintada (Panthera onca), Viau et 
al. (2005) mensurou concentrações de  0,85ng/g à 6,51ng/g em animais 
adultos. Já em estudos com ursos Hoyos (2013) observou a 
concentração de estradiol nas fezes foi de 5 ng/g à 40 ng/g. 
 Os valores encontrados nas fezes de tilápias foram de 9,61 ng/g 
na coleta 1, e o valor mais baixo foi de 1,01 ng/g na coleta de número 
10. O valor médio encontrado foi de 2,75 ng/g (Figura 7). Os valores 
encontrados sugerem que a concentração analisada foi semelhante ao 
descrito por Viau et al. (2005), porém  animais em diferentes estados 
sexuais apresentam excreções que variam ao longo do tempo, o que 
explica a grande amplitude de concentrações encontradas em diferentes 
grupos animais.  
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Figura 7- Gráfico com a variação da concentração do hormônio estradiol 
nas amostras de fezes de tilápias  
 
 Vale a pena destacar a presença de suposto “ciclo” na excreção 
hormonal encontrada, pois durante o período de 4 coletas, o que 
corresponde a cerca de 16 dias, apresentou-se de maneira ascendente e 
gradual como destacado na Figura 8. 
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Figura 8- Gráfico com a concentração de Estradiol com destaque para 
aos ciclos observados na excreção hormonal encontrada nas fezes. 
 É importante destacar que este trabalho é um desenvolvimento 
inicial para a obtenção de um possível monitoramento do nível de 
hormônios esteroides em fezes de peixes. Para que essa afirmação se 
faça realmente plausível, sugere-se o acompanhamento por um período 
mais prolongado de tempo para a observação e confirmação. Uma vez 
confirmada essa hipótese, seria possível estabelecer ou otimizar uma 
metodologia para o monitoramento dos hormônios esteroides em peixes 
através das fezes. Essa seria uma metodologia menos invasiva, em 
contra ponto a retirada de sangue e a necessidade de se sacrificar os 
indivíduos em estudo. 
 Em resumo, existe viabilidade para a utilização de amostras de 
fezes para o monitoramento reprodutivo de peixes, sendo que é preciso 
pensar no manejo dos animais, na melhor e mais fácil forma de controle 
das coletas e nos processos laboratoriais envolvidos. Este estudo, apesar 
de ser realizado apenas com animais do sexo feminino, pode ser 
utilizado como base para futuros estudos sobre a fisiologia reprodutiva 
de tilápias, além de outros peixes. No entanto, é necessário sempre levar 
em conta que as rotas e concentrações de excreções de esteroides variam 
consideravelmente entre as espécies e é importante pensar que varia 
também entre os próprios indivíduos dependendo do metabolismo 
interno (SCHWARZENBERGER, 2007).     
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5.2 ANÁLISES BIOQUÍMICAS 
 5.2.1 PROTEÍNAS 
 A dosagem de proteínas foi realizada para verificar se existia 
alguma fração proteica que não estava sendo absorvida pelos indivíduos. 
A ração comercial utilizada era composta por 23% de proteínas. Com 
base nos valores encontrados (Figura 9), é possível supor que parte 
dessa proteína não foi digerida e acabou passando direto pelo processo 
digestivo, como excedente na absorção do animal. Aqui cabe destacar 
que boa parte das proteínas contidas na ração são de origem vegetal, 
contidas na soja utilizada como matéria prima para a ração. 
 A função das proteínas na alimentação é a de atender as 
quantidades mínimas necessárias de aminoácidos para que o organismo 
possa alcançar o máximo crescimento. Alguns estudos determinaram as 
quantidades ótimas de proteínas na dieta através de ensaios com a 
alimentação de grupos de peixes, usando rações com diferentes 
concentrações finais de proteínas. Essa metologia foi estabelecida e está 
disponível no NRF Fish 2011 (Nutrient Requeriments of Fish).  
 A necessidade de proteínas diminui à medida que peixe atinge a 
sua maturidade, sendo que o nível de exigência dos animais, em relação 
às proteínas, é afetado pela temperatura da água, aumentando quando a 
temperatura sobe e consequentemente diminuindo com a queda da 
temperatura, pois os indivíduos diminuem o seu metabolismo interno.  
Uma característica relevante é que os animais em água quente 
consomem mais proteínas e tendem a crescer mais rapidamente, devido 
ao fato que os peixes são ectotérmicos. Rações formuladas com altos 
índices proteicos na sua composição não necessariamente resultam em 
atender todas as necessidades nutricionais dos peixes e é preciso que 
exista um equilíbrio base da formulação (NRF Fish 2011) (Nutrient 
Requeriments of Fish). 
 Segundo NRF 2011, a porcentagem de proteínas na composição 
do alimento para peixes tropicais não deveria exceder a taxa de 30% 
para tilápias do Nilo. Assim, como o alimento fornecido continha 23% 
de proteína na composição, não deveria existir a excreção de grandes 
quantidades de proteínas,. Porém, o que se observou é que nos dias das 
coletas que apresentaram os maiores níveis de proteínas excretadas, a 
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temperatura estava abaixo de 18 graus, sendo que essa condição poderia 
resultar em um menor metabolismo do peixe, apresentando assim 
maiores níveis na excreção de proteínas, nestes dias.  
É interessante destacar que as altas concentrações de proteínas 
na dieta para se obter taxas de crescimento máximas, utilizadas para 
peixes, não significa que eles usam mais proteínas como fonte de 
energia do que os vertebrados de sangue quente (endotérmicos). 
Portanto, afirmar que uma dieta com 30% ou 23% de proteínas na sua 
formulação é mais eficiente, acaba sendo relativamente difícil, pois é 
preciso levar em conta que não estamos analisando apenas 1 indivíduo, 
e sim um grupo de 5 animais e também que cada um deles se alimenta 
de forma diferente e apresentam idades fisiológicas distintas. Assim, 
provavelmente, apresentam reações diferentes às condições de 
temperatura e fotoperíodo, o que explicaria as variações significativas 
na concentração de proteínas excretadas, detectadas ao longo das 
coletas. Cabe destacar também que em algumas coletas não houve a 
detecção de proteínas no homogenato, sugerindo que nesses dias 
ocorreu uma absorção e aproveitamento de toda quantidade proteica 
presente na formulação do alimento. 
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Figura 9 - Concentração de proteínas totais encontradas no homogenato 
das fezes das tilápias durante o período das coletas.   
 
As amostras de números 3, 5, 6 e 13 não apresentaram proteínas 
na análise. As demais amostras variaram de valor mínimo 1,081 mg/L 
na amostra de número 12, e com valor máximo na amostra 11 com valor 
de 12,673 mg/L (Figura 9). Mesmo os resultados sendo dispersos, a 
metodologia escolhida se mostrou com certa eficiência em mensurar a 
quantidade de proteínas. Para a real interpretação dos valores obtidos, 
são necessários estudos mais aprofundados, especificamente sobre o 
metabolismo das proteínas em função da dieta oferecida, composição 
exata dos nutrientes, como resposta ao espaço de confinamento, 
temperatura do ambiente, disponibilidade de luz, entre outros fatores 
que influenciam diretamente o metabolismo dos animais. 
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5.2.2 CARBOIDRATOS 
 A digestão dos carboidratos ocorre relativamente rápida nos 
peixes, a produção de alfa-amilase ocorre restritamente no pâncreas e no 
intestino e a maior parte da digestão ocorre no intestino (SEIXAS 
FILHO et al, 1999). 
O valor nutricional dos carboidratos na alimentação dos peixes 
varia entre as espécies. Peixes de água quente tendem a usar quantidades 
muito maiores do que peixes de água fria e marinhos. Não existem 
grandes exigências na dieta dos peixes quanto à quantidade de 
carboidratos, porém, precisam ser fornecidos juntamente com outros 
compostos como proteínas e lipídios, para servirem como fonte de 
síntese de vários compostos biologicamente importantes, entre estes 
compostos aminoácidos. 
Embora esteja ligado ao metabolismo de alguns compostos 
como a glicose, o papel dos carboidratos da dieta e a contribuição para a 
energia total dos peixes permanecem obscuros. Alguns estudos 
indicaram que a regulação hormonal, metabólica de carboidratos e 
metabolismo energético varia entre os peixes e pode ser algo diferente 
do que em mamíferos (SHIMENO, 1974). 
 Alimento com altas concentrações de carboidratos de fácil 
digestão, basicamente amido, tem sido relatado como indutores de um 
aumento do tamanho do fígado e do conteúdo de glicogênio nos 
salmonídeos, em trutas, carpas e pintado, indicando que estes tipos de 
peixes são sensíveis a rações com elevados níveis de carboidratos 
(FURUYA, 2007). A capacidade dos peixes de usar os carboidratos da 
dieta difere entre as espécies. 
 Portanto, apesar da função dos carboidratos não serem claras, 
devem ser incluídos na dieta, pois estão diretamente relacionados com o 
crescimento, e para que toda a fonte de energia não seja apenas as 
proteínas da dieta. Estas moléculas servem como precursores de 
aminoácidos, os quais são intermediários metabólicos necessários para o 
crescimento, pois o carboidrato é a fonte de energia relativamente barata 
para a formulação de rações, estando presente em fontes de grãos de 
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cereais, sendo muito encontrado em rações peletizadas comerciais 
destinadas a peixes tropicais (SILVEIRA, 2009). 
Estudos apontam que algumas espécies de peixes como as 
tilápias, o pacu e o piau, que são espécies de habito alimentar onívoras, 
toleram altos níveis de carboidratos na sua dieta, permitindo assim a 
utilização de rações com elevados valores e inclusão de fontes 
alternativas de proteína sem ser de origem animal (FURUYA, 2007). 
 
 
Figura 10 - Concentração de carboidratos totais encontradas no 
homogenato das fezes das tilápias analisadas no período de 60 dias.  
 
 
No presente estudo, as amostras de fezes apresentaram o valor 
máximo de 36,841 mg/L na coleta de número 8 e o valor mínimo na 
coleta de número 9 com o valor de 13,119 mg/L (Figura 10). O valor 
médio entre as coletas foi de 22,811 mg/L. A excreção dos carboidratos 
medida nas fezes coletadas não apresentou nenhum padrão aparente. 
Ocorreu um aumento no nível de forma gradual durante as coletas de 
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número 3 até a 8, e na sequencia o valor obtido foi semelhante a coleta 
de numero 3. Os resultados precisam ser melhor investigados. 
 
5.2.3 TRIGLICERÍDEOS 
 Os lipídeos são importante fonte de energia e de ácidos graxos 
essenciais na dieta dos animais, são necessários para o crescimento 
normal e desenvolvimento e auxiliam na absorção de vitaminas 
lipossolúveis. Lipídeos na dieta, principalmente na forma de 
triacilgliceróis, são hidrolisados por enzimas digestivas. Estes 
compostos depois de ligados a proteínas são absorvidos e utilizados para 
a síntese de vários componentes celulares ou catabolizados para 
produção de energia (Lehninger, 2002). 
 Estudos apontam que alguns peixes principalmente de águas 
frias como trutas e salmões apresentam uma capacidade limitada para 
usar os carboidratos presentes na dieta. Portanto, é necessária que na 
formulação de rações seja levado em conta tanto a concentração de 
proteína e carboidratos, mas também a de lipídeos, buscando uma 
proporção ideal como fonte de energia. No entanto, altas concentrações 
de lipídeos estão relatadas como responsáveis pelo aumento da gordura 
visceral dos indivíduos, o que acaba afetando negativamente a produção 
e armazenamento em escala industrial na produção de carne. 
 El-Dahhar & El-Shazly (1993) afirmaram que a tilápia não 
utiliza eficientemente o lipídeo como fonte de energia, assim como 
Chou & Shiau (1996) destacam em seus estudos que a tilapia não utiliza 
energia suplementar proveniente do lipídeo (acima de 5% na ração) para 
o crescimento. A inclusão de lipídeos na ração dos peixes leva a um 
aumento do nível de gordura corporal, sendo que este aumento esta 
relacionado com o nível de inclusão na formulação base do alimento 
fornecido, isto é, quanto maior o nível de lipídeo na dieta, maior o 
depósito de gordura no peixe, na forma de triacilglicerídeos (PEZZATO 
et al, 1992;yrino, 1995). 
 O nível de lipídeos totais em 3% na composição da ração é 
destacado por Meurer (2002) como uma quantidade excelente para a 
46 
 
obtenção de energia de crescimento, evitando o acumulo de gordura 
visceral. A ração oferecida era composta de 3% lipídeos na composição. 
A principal forma de lipideo ingerido é a de triacilgliceróis 
(triglicerídeos). 
 
 
Figura 11- Concentração de Triglicerídeo encontradas no homogenato 
das fezes. 
 Da mesma forma que os carboidratos e proteínas, a 
concentração de triglicerídeos excretados nas fezes não apresentou um 
padrão definido e os valores de concentração encontrados foram 
razoavelmente variáveis. Os valores encontrados foram de 0,074 mg/L 
na coleta 7 sendo o mais alto e o valor mínimo de 0,0095 mg/L na coleta 
de número 9 (Figura11). 
 Uma característica importante de proteínas e carboidratos é que 
são solúveis em água, fato esse que poderia proporcionar condições para 
que a sua dissolução na água fosse mais acentuada do que os lipídeos, os 
quais são menos solúveis ou insolúveis. Pelo comportamento observado 
para as respectivas concentrações desses componentes nas fezes, parece 
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mais provável que os valores encontrados foram preponderantemente 
determinados por fatores relativos a bioquímica e fisiologia dos 
organismos estudados, em especial, fatores relacionados ao sistema 
digestivo.  
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6. CONCLUSÃO 
 A metodologia analítica utilizada se mostrou eficaz para a 
determinação hormonal e dos parâmetros bioquímicos das amostras de 
fezes coletadas e convertidas em extrato metanólico. Essa ferramenta 
precisa ser melhor explorada para que seja possível um monitoramento a 
longo prazo e para se estabelecer o nível de maturação sexual dos peixes 
através da observação dos níveis excretados nas fezes. Tais informações 
podem ter um potencial enorme para o manejo da espécie. É preciso 
novamente salientar que é preciso realizar um acompanhamento dos 
animais durante um período maior tempo, envolvendo um número maior 
de análises e de coletas. 
 O presente estudo aponta que é possível observar o 
comportamento dos hormônios no organismo dos peixes através da 
observação da excreção via as fezes, uma vez que essa, aparentemente, 
demonstrou obedecer a um padrão condicionado pelas condições 
metabólicas dos peixes, em especial, as concentrações plasmáticas dos 
mesmos. 
Estudos posteriores são recomendados para a validação e 
confirmação dos resultados obtidos e, como sugestão, observar cada 
peixe individualmente para analisar as concentrações exatas e conseguir 
estimar mais precisamente a excreção individual e sob diferentes 
condições de temperatura, luminosidade.   
Para realizar tais estudos, é preciso controlar e levar em 
consideração a composição do alimento fornecido aos animais que estão 
expostos às condições de laboratório, para que as quantidades de 
componentes estejam equilibrados e sejam conhecidas, possibilitando o 
monitoramento dos níveis hormonais normais, que reflitam diretamente 
o funcionamento fisiológico dos organismos, e não sejam alterados 
devido a algum excesso de componente em detrimento a outra fonte de 
matéria prima na base da dieta. 
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